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論文内容要旨
 近年cortisolbindingglobulin(CBG)を除去する事により糖質コルチコイドであるコル
 チコステロン(B)が,鉱質コルチコイド受容体(MR)に対してより高い親和性で結合する事
 が報告されてきており,MRそのもののステロイド結合特異性が問題になってきている。
 本研究者は,副腎摘出ラットの腎臓をinsituで灌流し,その細胞質中のMRのステロイド結合
 特異性を検索した。この灌流腎細胞質中の血清成分の混入の程度を調べる為に,ラットCBG及
 びアルブミンに対する抗体を作製し,各々の濃度をRIA法により測定した。同一ラットの非灌
 流腎に比し,灌流腎中のアルブミン,CBG濃度は各々0.88%,2.64%を示し,又アグルミン
 濃度から推測した混入血液量は,灌流腎に於て細胞質]mlあたり0.1ノ塚下と,この灌流法の効
 果が確認された。一方灌流腎に於てのCBG/アルブミン比は,非灌流腎のそれに対して約3倍
 と高値を呈し,腎に於ての内因性CBGの存在が高く示唆された。
 鉱質コルチコイドには,腎に於てinvivoでのNa保持力に代表される鉱質コルチコイド活性
 に加えて,糖新生作用のある事が知られている。この生理作用に対応して,鉱質コルチコイドは
 腎に於て少なくとも2つの受容体に結合する事が知られている。アルドステロン(Aldo)を1igand
 とした場合,この灌流腎細胞質に於てのScatchardplotはcurvilinearpattemを呈し,Kd
 =LInM,Bmax=35fmo1/mgprotein及び,Kd=38nM,Bmax=227fmol/mg
 proteinの直線に分解される。前者はTypeIで真の鉱質コルチコイド受容体結合,後者はType
 nで糖質コルチコイド受容体結合と考えられている。我々はこのTypeIのみを検索する為に,
 Type豆blockerであるRU28362を用いた。50倍量のRU-28362存在下で灌流腎細胞質に
 おけるScatchardplotはrectilinearとなり,そのbindingparametersはKd=0.51nM,
 Bmax=47fmo1/mgproteinとなった。このように灌流腎細胞質中に鉱質コルチコイド受容
 体のTypeI結合が存在している事が判り,それのみの検索が可能になった。
 そ乙でこの灌流腎及び同一個体の非灌流腎細胞質の鉱質コルチコイド受容体につき,種々のス
 テロイドホルモンの3H-Aldoを置換する能力を調べる事により,受容体のステロイド特異性を
 検索した。灌流腎細胞質中では,Aldo,DOC,B,コーチゾール(F),デキサメサゾン(Dex)
 全てが,RUの存在の有無に関わらず同じ結合親和性で受容体に結合するのが認められた。一方
 非灌流腎に於ては,従来報告されてきたとほぼ同様のステロイド結合親和性が見られた。灌流腎
 細胞質に同一個体からのラット血清を漸増的に添加していくと,Bの鉱質コルチコイド受容体へ
 の結合の減少が認められ,CBGに対して極めて親和性の高いBがCBGに結合し,受容体への
 結合が減少したものと考えられる。又灌流腎と非灌流腎の各々のステロイドの鉱質コルチコイド
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 受容体に対する結合親和性の差は,各々のCBGに対する親和性の差にほぼ一致する事が判る。
 これらの事から従来報告されてきた腎細胞質中の鉱質コルチコイド受容体のステロイド親和性は,
 血清の混入によるartefactsに影響されていたと考えられる。
 一方灌流腎細胞質に於て,AldoのかわりにBをhgandとしてScatchardbindinganalysis
 を行なうと,plotはrectiiinearとなりKd=0.68nM,Bmax=49fmo1/mgproteinと,
 Aldoの場合とほぼ同様のbindingparametefsを得た。又,この灌流腎をtissueslices法に
 よりAldoのdisplacementstudyを行なうと,各々のステロイドホルモンのNa保持力にほぼ
 一致した結合親和性を得た。これらの成績から腎に於ての鉱質コルチコイド特異性は,ステロイ
 ドホルモンの受容体への結合以外の要素で規範されている可能性が強いと考えられた。細胞と
 tissueslicesとで差異を示したことには,現在のところ次のような可能性が考えられた。すな
 わち,細胞膜がステロイドホルモンの細胞内移行を制御している可能性,細胞内又は細胞間CB
 Gによる各々のステロイドホルモンのsequestrationと受容体へのavailabilityの制御,activa-
 tionの速度の差異,細胞内に於てのステロイドホルモンの代謝などであり,今後検討を要する
 領域である。
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 審査結果の要旨
 近年糖質コルチコイドであるコルチコステロンIB)が,cortisolbindingglobulin(CBG)の除
 去により,鉱質コルチコイド受容体(MR)により高い親和性で結合すると報告され,MRのステ
 ロイド結合特異性を見直す必要が生じた。よって本研究者は,副腎摘出ラットの腎をinsituで
 灌流し,細胞質中のMRステロイド結合特異性を検索した。灌流腎細胞質中のラットCBGおよび
 アルブミン濃度のRIA法による測定値は,同一ラットの非灌流腎に比し夫々0.88%,2.64%で,
 灌流法の効果が確認された。この灌流腎細胞質に対してアルドステロン(Aldo)をligandとした
 場合,Scatchardplotはcurvilinearpattemを呈し,Kd=1,1nM,Bmax=35fmol/mgpro,
 Kd-38nM,Bmax=227fmo1/mgproのTypeI,TypeH鉱質コルチコイド結合に分解された。前
 者は真の鉱質コルチコイド受容体結合,後者は糖質コルチコイド受容体結合と考えられた。そこ
 で,TypeHblockerであるRu28362の56倍量の存在下で,灌流腎細胞質のAldo結合が
 rectilinearのScatchardplotを呈し,Kd=0,51nM,Bmax=47fmol/mgproとTypeIだ
 けのMRであることを確めた。
 次いでこの灌流腎及び同一個体の非灌流腎細胞質のMRにつき,そのステロイド結合特異性を
 検索した。灌流腎細胞質中では,Aldo,DOC,B,コーチゾールIF),デキサメサゾン(Dex)の全
 てが,RUの存在の有無に拘わらず同じ結合親和性で受容体に結合した。一方非灌流腎では,従
 来報告されてきたとほぼ同様のステロイド結合親和性が見られた。灌流腎細胞質に同一個体から
 のラット血清を漸増的に添加していくと,BのMRへの結合の減少が認められ,CBGに対して極
 めて親和性の高いBがCBGに結合し,受容体への結合が減少したものと考えられた。また灌流
 腎と非灌流腎の各々ステロイドのMRに対する結合親和性の差は,各々のCBGに対する親和性
 の差にほぼ一致する。これらの事から,従来報告されてきた腎細胞質中のMRのステロイド親和
 性は,血清の混入による人為的影響をみているにすぎないと論じた。
 一方,この灌流腎のtissueslices法によるAldoのdisplacementstudyでは,各々のステロ
 イドホルモンのNa保持力にほぼ一致した結合親和性を得た。
 これらの事から本論文では,腎における鉱質コルチコイド特異性が,ステロイドホルモンの受一
 容体への結合以外の要素で規範されている可能性が強いと強調された。細胞とtissueslicesと
 で差異を示したことに対し,細胞膜がステロイドホルモンの細胞内移行を制御している可能性,
 細胞内または,細胞間CBGによる各々のステロイドホルモンのsequestrationと受容体への
 availabilityの制御,activationの速度の差異,細胞内においてのステロイドホルモン代謝など
 いろいろの可能性を提示し,今後の検討の方向を示した。
 以上本論文は腎におけるステロイドホルモン受容体の解明に寄与するところ大で,学位に値す
 るものである。
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